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研究成果の概要（和文）：腫瘍細胞の表面にPセレクチン糖蛋白質リガンド1 (PSGL1)が発現することで腫瘍の転移にど
のような影響がでるかを検討した。犬の自然発生固形腫瘍ではその発現が観察されなかったのに対し、リンパ腫につい
ては表面に発現を確認できた。PSGL-1をノックダウンしたリンパ腫細胞株を用いた異種移植マウスでは、腫瘍の転移が
非常に抑制された。犬の乳腺腫瘍細胞株にPSGL-1を強制的に発現させた場合は、肺の転移率が増加したようにみえた。
以上の結果は、PSGL-1分子が腫瘍細胞の転移もしくは播種において重要な役割を持っていることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The effect of PSGL-1 expression on tumor cells on tumor metastasis was examined. C
anine PSGL-1 was not detected in naturally occurred canine solid tumor by immunohistochemistry, but was de
tected in canine lymphoma samples. Injection of canine lymphoma cell lines which has lower level of PSGL1 
by knockdown technique into NOJ mice had lower rate of metastasis as compared with parental lymphoma cell 
lines. Canine mammary gland tumor cell lines overexrpressing PSGL-1 into NOD/SCID mice appeared to have mo
re lung metastasis. In conclusion, this study indicated that PSGL-1 has an important role in tumor metasta
sis or dissemination.
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１．研究開始当初の背景 
	
 癌の転移には、原発巣において基底膜が
分解され間質に浸潤し、血管新生を誘導す
ると共に、癌細胞上のインテグリンなどの
接着分子が細胞外マトリックス（ECM）か
ら解離することが必要である。癌の転移に
おけるECMからの解離には、癌細胞が産生
するマトリックスメタロプロテアーゼ
（MMP）によってECMの分解が行なわれ
る事が重要であることがこれまでに示され
ている。しかし、Pセレクチン糖蛋白リガン
ド1 (PSGL-1)のような直鎖状分子が、ECM
の受容体であるインテグリンとECMの結
合を物理的遮蔽することにより制御してい
るという考え方は、これまでに全く検討さ
れていない。 
	
 以前我々が報告したイヌPSGL-1を様々
な付着系細胞株（癌細胞を含む）に強制発
現させたところ、細胞が円形化し浮遊する
という現象は、浮遊したままで20日以上増
殖し、さらにPSGL-1の発現低下を誘導した
ところ、再び接着することが確認された。
一方で、PSGL-1導入細胞においては、細胞
表面上のインテグリンとECMとの結合性
が低下することも確認された。これは、
PSGL-1がO型糖鎖の付加を数多く受ける
分子であるため、細胞膜表面上で直鎖状を
とり（Li F, et al., J.Biol.Chem. 1996）、その他
の細胞膜表面上のインテグリンなどの接着
分子とそれに結合するECMなどの分子の
距離が物理的に阻害されるために生じるこ
とが推察された。これらの知見から、腫瘍
が原発巣を離れて転移する際、PSGL-1が発
現増強することにより、ECMとの接着性が
低下する、という現象が関与しているので
はないかと考え、本研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究の目的は、細胞膜状の糖鎖抗原で
あるイヌ PSGL-1が糖鎖付加により直鎖状
になり、他の細胞膜上の蛋白質に “steric 
hindrance effect”（他の細胞表面分子が物理的
に遮蔽される機構）を起こす事が癌の転移に
関連していることを明らかにすることであ
る。 
 
３．研究の方法 
細胞株	
 内因性の PSGL-1 を発現しているイ

ヌの腫瘍細胞株としてイヌリンパ腫細胞株

CL-1 を、内因性の PSGL-1 を発現していない

イヌの腫瘍細胞株としてイヌ乳癌細胞株

CHM5b（共同研究者の中川貴之より分与）を

用いた。	
 

イヌ PSGL-1 をノックダウンする short	
 

hairpin	
 RNA	
 (shRNA)発現ベクターの構

築	
 イヌ PSGL-1 に対する shRNA を作成し、

pSIREN-RetroQ	
 ベ ク タ ー に 入 れ 、

pSIREN-shcPSGL2 を得た。	
 

マウス PSGL-1 をテトラサイクリン存在

下において過剰発現する発現ベクターの

構築	
 テトラサイクリン誘導性レトロウイ

ル ス ベ ク タ ー で あ る pRetroX-TetOn	
 

Advanced(Clontech)にマウス PSGL-1	
 cDNA を

導入し、pRetroX-TO-mPGSL を得た。	
 

イヌ PSGL-1 をノックダウンしたイヌリ

ンパ腫細胞株の樹立	
 pSIREN-shcPSGL2 を

レトロウイルス感染系を用いてリンパ腫細

胞株 CL-1 に導入し、ピュロマイシン存在下

で培養することにより CL-1/shcPSGL-1 を作

成した。	
 

イヌ PSGL-1 を過剰発現した乳腺腫瘍細

胞株の樹立	
 本研究室において作成した

pMx-IB-luc をレトロウイルス感染系を用い

てイヌ乳腺腫瘍細胞株 CHM5b 株に導入し、ブ

ラストシジン S存在下で培養することにより

CHM5b-luc を 得 た 。 さ ら に pQC-tTS-IN	
 

(Clontech)	
 をレトロウイルス感染系を用い

て CHM5b-luc に導入し neomycin 存在下で培

養することにより、CHM5b-luc-TO を得た。さ

らにマウス PSGL-1	
 (mPSGL−１)を組み込んだ

pRetroX-TO-mPGSL をレトロウイルス感染系

を用いて CHM5b-luc-TO に導入しピュロマイ

シン存在下で培養することにより、

CHM5b-luc-TO-mPSGL を得た。	
 

乳腺腫瘍の in	
 vivo 癌転移モデル系	
 癌

転移の異種移植 in	
 vivoモデルとして、固形

癌でありさらに転移能をもつイヌ乳腺癌細

胞株	
 CHMp-5b を、共同研究者である中川貴之

より分与を受け、上記のような遺伝子を導入

後、免疫不全マウス NOD/SCID へ移植するこ

とにより転移モデルとした。腫瘍細胞は、

1x107細胞を大腿部に皮下移植した。腫瘍の原

発巣の大きさ、肺転移の程度については、

IVIS	
 Spectrum を用いて継時的に測定した。	
 

In	
 vivo	
 imaging	
 図に示した日数の時点

で、各マウスをイソフルランで麻酔し、In	
 

vivo	
 glo	
 luciferin を 150mg/kg の濃度で腹

腔内投与し、10 分後に IVIS	
 Spectrum で撮影

した。	
 

リンパ腫の異種移植モデル系	
 イヌリン

パ腫の異種移植 in	
 vivoモデルとして、上記

の遺伝子導入後の CL-1 細胞を重度免疫不全

NOD/scid/Jak3KO	
 (NOJ)マウスへ移植するこ

とにより転移モデルとした。腫瘍細胞は、

1x107 細胞を静脈内投与することにより移植

転移モデルとした。マウスの一般状態は毎日

観察し、28 日後に安楽殺後、腫瘍の発生など

について検討した。	
 

犬の腫瘍組織における PSGL-1 分子の発



現の検討	
 様々なイヌの腫瘍組織を IDEXX	
 

laboratories より分与され、本研究室におい

て作成されたイヌ PSGL-1 に対する 5 種類の

モノクローナル抗体（Umeki	
 S	
 and	
 Mizuno	
 T.	
 

et	
 al.	
 Vet	
 Immunol	
 Immunopathol	
 2011）を

用いて、非血液系細胞由来の犬の自然発生腫

瘍において PSGL-1 の発現が認められるかを

検討した。	
 

犬 PSGL-1 が過剰発現し浮遊した細胞が

生存し続ける機構の解析 	
 PSGL-1 を

HEK293 細胞に遺伝子導入 3日後、浮遊してい

る細胞のみを回収する。それら細胞と ECM 非

存在下で 6 時間培養し浮遊した MDCK 細胞よ

り、RNA を抽出し DNA マイクロアレイを受託

解析した。DNA マイクロアレイより得られた

データはパスウェイ解析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
犬の腫瘍組織における PSGL-1 分子の発
現の検討	
 
イヌのパラフィン包埋腫瘍組織 20 例（肥満
細胞腫、骨肉腫、甲状腺癌、アポクリン腺癌、
リンパ腫）について、イヌ PSGL-1 抗体 30-2
および 64-1 を用いて PSGL-1 の腫瘍組織にお
ける発現について検討を行なった。その結果、
リンパ球は陽性に染まるものの、腫瘍組織で
陽性に染色されるものは存在しなかった。こ
のことから、イヌの腫瘍において PSGL-1 が
発現しているものを同定することはできな
かった。	
 

in	
 vivo	
 imaging 可能な転移性イヌ乳腺
腫瘍細胞株の樹立および tetracyclin 誘
導による PSGL-1 発現増強可能な細胞株
の樹立	
 
	
 CHM5b細胞株にluciferase遺伝子を導入し、
安定発現細胞株を得た。さらにその細胞株に
Tetracycline 誘導因子および tetracycline
存在下で発現を ON にする mPSGL1 遺伝子発現
ベクターを導入し、CHM5b-luc-TO-mPSGL1 を
得た。	
 
	
 その細胞株は luciferase の基質の存在下
において強く発光することが確認できた。ま
たその細胞株を 1x106	
 cells でまき、
doxycyline	
 1µg/ml 添加 72 時間後において、
mPSGL1 の発現誘導が確認された（図 1）とと
もに、細胞の浮遊現象が確認された（図 2）。	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 

図 1	
 CHM5b-luc-TO-mPSGL1 における doxycycline 非添

加（左）または添加 72 時間後（右）の mPSGL-1 の発現	
 

	
 

	
 

	
 

図 2	
 CHM5b-luc-TO-mPSGL1 における doxycycline 非添

加（左）または添加 72 時間後（右）の細胞の浮遊化	
 

	
 
CHM5b-luc-TO-mPSGL1 移植マウスにおけ
る mPSGL1 発現が転移能に及ぼす影響の
解析	
 
	
 CHM5b-luc-TO-mPSGL1 移植マウスに腫瘍移
植 7 日後の原発巣および転移巣を in	
 vivo	
 
imaging により確認し（図 3）、同日より
doxycycline	
 500µg を連日腹腔内投与した。
Docycycline 投与開始 7 日後、14 日後にさら
に imaging を実施し、原発巣と肺転移巣につ
いて腫瘍の大きさの継時的な変化を各個体
において明らかにした（図 4）。その結果、
doxycycline 投与した群（マウス no.320,	
 321,	
 
323）および投与しなかった群	
 (マウス
no.318,	
 319,	
 322)のいずれも接種部位の腫
瘤の発光強度に大きな差は認めなかった（マ
ウス 321 のみは 15 日目の時点で死亡したが、
腫瘍とは関係ないと思われる）。肺の転移巣
については、doxycycline 投与しなかった群
においては 3匹中 1匹において肺転移が確認
され、doxycycline 投与群においては 2 頭中
2 頭に転移が確認された。用いたマウスの数
が少ないため、PSGL-1 発現による転移への影
響についての結論を出すことは難しいが、上
記の差が PSGL-1 強制発現によるものである
可能性が考えられた。	
 
	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図 3	
 CHM5b-luc-TO-mPSGL1 移植 7 日目（左）および 14

日目（中央）の移植部位および肺転移（右）の腫瘍形成

の in	
 vivo	
 imaging 像	
 

	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図 4	
 	
 CHM5b-luc-TO-mPSGL1 移植後の原発巣および肺の

腫瘍の発光強度の継時的変化	
 

	
 
	
 
内因性 PSGL-1 をノックダウンしたイヌ
リンパ腫細胞株 CL-1/shcPSGL-1 の作成	
 
	
 イヌリンパ腫細胞株
CL-1 に shcPSGL-1 を遺伝
子導入し、フローサイトメ
トリーにより内因性イヌ
PSGL-1 がノックダウンさ
れていることを確認した
（図 5）。	
 
図 5	
 CL-1 細胞に shPSGL-1 を導入することによって得

られた CL-1/shPSGL-1 細胞における PSGL-1 のノックダ

ウン	
 
	
 
CL-1/shcPSGL1 移 植 マ ウ ス に お け る
PSGL1 ノックダウンが腫瘍増殖に及ぼす
影響の解析	
 
	
 CL-1/shcPSGL1移植マウスを腫瘍移植28日
後に剖検し、腫瘍の広がりを確認した。表に
示すように、親株である CL-1 および CL-1 に
unrelated	
 oligo の shRNA を導入した CL-1 細
胞では肝臓および腎臓に腫瘤が認められた
マウスがほとんどであったのに対し、
shPSGL-1 を導入した CL-1 を移植したマウス
においては、腫瘤形成がほとんど認められな
かった。このことは、PSGL-1 がリンパ腫細胞
が静脈内から腫瘍増殖の場へ居着く際に必
要な分子であることを示唆している。	
 
	
 
表	
 CL-1 細胞および PSGL-1 ノックダウンした CL-1 細胞

を導入したマウスにおける腫瘍の形成の程度	
 

マウス no.	
 投与した細胞	
 肝臓腫瘤	
 腎臓腫瘤	
 

151	
 ＋	
 —	
 

152	
 ＋	
 ＋	
 

153	
 ＋	
 ＋	
 

154	
 

CL-1	
 

＋	
 —	
 

155	
 ＋	
 ＋	
 

156	
 ＋	
 ＋	
 

157	
 ＋	
 ＋	
 

158	
 

CL-1/unrelated	
 

oligo	
 

＋	
 ＋	
 

159	
 —	
 —	
 

160	
 —	
 —	
 

161	
 —	
 —	
 

162	
 

CL-1/shPSGL-1	
 

—	
 ＋	
 

	
 
	
 
	
 

犬 PSGL-1 が過剰発現し浮遊した細胞が
生存し続ける際に関与する遺伝子の解析	
 	
 
	
 PSGL-1 が過剰発現し浮遊した細胞が長期
生存するメカニズムを明らかにするために、
PSGL-1 が発現していない細胞と過剰発現し
て浮遊した細胞を用いて DNA マイクロアレイ
解析を行なった。その結果、図 6に示すよう
に明らかに過剰発現または発現低下が認め
られた遺伝子が存在し、またパスウェイ解析
の結果（図 7）から、ある特定のシグナル伝
達経路が関与していることが確認された。現
在その遺伝子群について検討している。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図 6	
 マイクロアレイの結果をまとめた発現過剰及び低

下する遺伝子群	
 

	
 

	
 
図 7	
 マイクロアレイの結果に基づき作成されたパスウ

ェイ解析の結果の例	
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